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ชนิดความหนาแน่นต�่า ทั้งนี้ได้ศึกษาตัวแปรต่างๆ ที่มีผลต่อการสกัด ได้แก่ ชนิดและปริมาตรของตัว
ท�าละลายที่ใช้ในการสกัด และตัวท�าละลายท่ีใช้ในการกระจายตัว และทดลองเปรียบเทียบกับวิธีการ
สกัดทั่วไปตลอดจนได้ทดสอบความใช้ได้ของวิธีการ ก่อนที่จะน�าไปประยุกต์ใช้ในการการตรวจสอบ 
กับพืชตัวอย่าง ผลการหาสภาวะที่เหมะสมพบว่าสภาวะที่เหมาะสมส�าหรับการสกัด คือ 1-บิวทานอล 
ปริมาตร 800 ไมโครลิตร เป็นตัวท�าละลายในการสกัด และใช้สารผสมเอทานอลต่อน�้าในอัตราส่วน 
20:80 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร เป็นตัวท�าละลายท่ีใช้ในการกระจายตัว ภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสมนี้ 
กราฟมาตรฐานให ้ สัญญาณที่ มีความสัมพันธ ์ เป ็นเส ้นตรงอยู ่ ในช ่วง 3-15 mg/L โดยมีค ่า 
สัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ (R2) เท่ากับ 0.9990 ค่าขีดจ�ากัดต�่าสุดท่ีสามารถตรวจวัดได้ 0.51+0.04 
mg/L และค่าขีดจ�ากัดต�่าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณได้ 1.71+0.27 mg/L ให้ค่าร้อยละ
การกลับคืน 99.89+3.59 และค่าความแม่น เท่ากับ 0.42+0.02 mg/L เมื่อเปรียบเทียบวิธีนี้
กับวิธีการสกัดโดยทั่วไป พบว่าเป็นวิธีที่พัฒนาขึ้นนี้การสกัดที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดในการสกัดกรด 
แทนนิก เมื่อน�าวิธีที่พัฒนานี้ไปตรวจวัดปริมาณกรดแทนนิกในใบพืชทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ ใบหูกวาง ใบฝรั่ง 
ใบกระท้อน และใบยอ พบปริมาณกรดแทนนิกมีอยู่ในตัวอย่างในช่วง 8.29+0.28 ถึง 16.161+0.88 
mg/L. ดังน้ันจึงสรุปได้ว่าวิธีที่พัฒนานี้เป็นวิธีที่ง่าย สะดวกในการวิเคราะห์ มีประสิทธิภาพ และมี
ความต้องการในการใช้ตัวท�าละลายอินทรีย์ในปริมาณที่น้อยกว่าวิธีการสกัดทั่วไป นอกจากนี้ยังสามารถ 
น�างานวิจัยน้ีไปประยุกต์ใช้ส�าหรับการวิเคราะห์ปริมาณกรดแทนนิกในตัวอย่างพืชและผลไม้ชนิดอื่นๆ ได้
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Abstract
This objective of this research was to develop the preparation method for analysis 
of tannic acid in plant samples by low density solvent extraction based dispersive liquid-liquid 
microextraction (LDS-DLLME) technique. The parameters including the type and volume of 
dispersive solvent and extraction solvent. The method was compared with conventional extraction 
method and method validation was also tested before applying for tannic acid determination 
in plant samples. The optimization results showed that the optimum extraction conditions were 
800 µL of 1-butanol as the extraction solvent and 800 µL of a mixture of ethanol and water 
in the ratio of 20:80 as the dispersive solvent. Under these optimum conditions, the standard 
curve show a linearity over a concentration range of 3 to 15 mg/L with a correlation coefficient 
(R2) of 0.9990. The limit of detection and limit of quantitation of the analysis method were 
0.51+0.04 mg/L and 1.71+0.27 mg/L respectively. The recoveries percentage was found 
to be 99.89+3.59% with RSD of 0.42+0.02 mg/L. The comparison test revealed that the 
propose method has the best efficiency for tannic extraction. The tannic acid quantity in the 
range of 8.29+0.28 to 16.16+0.88 mg/L for four types of leaves plant samples, including 
Indian almond leaves, guava leaves, Santol leaves and Indian mulberry leaves were observed 
using the proposed method. This method are easier, more comfortable, required fewer amounts 
of organic solvents. Inaddition, the proposed method could be applied for tannic acid analysis in 
plant and fruit samples.
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ที่มีประโยชน์ เช ่น กากใยที่ช ่วยในเรื่องการ 
ขับถ่าย การฟื้นฟูร่างกายในการเจ็บป่วย และมี 
องค์ประกอบทางเคมีที่ส�าคัญซึ่งช่วยให้การท�างาน
ของระบบต่างๆ ภายในร่างกายเป็นปกต ิช่วยในการ 
ต้านอนุมูลอิสระ เช่น แคโรทีนอยด์ ฟลาโวนอยด์ 
และพอลิฟีนอล เป็นต้น [1-2] แต่เนื่องจากพืช
บางชนิดนั้นไม่สามารถน�ามารับประทานได้แต่น�า
มาใช้ประโยชน์ในทางด้านอื่น เช่น การใช้ใบพืช 
มาท�าเป็นยารักษาโรค โดยการแยกสารเคมีท่ีเป็น
องค์ประกอบภายในใบพืชออกมาใช้ประโยชน์





ท่ีซับซ ้อน ภายในโครงสร ้ างประกอบด ้วย 
กรดแกลลิก 9 โมเลกุล และน�้าตาลกลูโคส 
1 โมเลกุล เป็นสารประกอบแทนนินชนิดสาร 
ไฮโดรไลซ์แทนนิน (Hydrolysable Tannins) [3] 
โดยมีสูตรโครงสร้างทางเคมี ดังภาพที่ 1 
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ภำพที่ 1 โครงสร้างทางเคมีของกรดแทนนิก
ชนิดนัน้ไม่สามารถน ามารบัประทานได้แต่น ามาใชป้ระโยชน์ในทางด้านอื่น เช่น การใช้ใบพชืมาท าเป็นยารกัษาโรค 
โดยการแยกสารเคมทีีเ่ป็นองคป์ระกอบภายในใบพชืออกมาใชป้ระโยชน์ 
กรดแทนนิก (tannic acid) เป็นกรดที่ส าคญัชนิดหนึ่งที่สามารถพบได้อย่างแพร่หลายในพชืและผลไม ้ 
โดยกรดแทนนิกนัน้จดัเป็นสารประกอบเชงิซ้อนในกลุ่มของสารประกอบฟีโนลกิ (phenolic compound) มโีมเลกุล
ขนาดใหญ่ และมีโครงสร้างที่ซบัซ้อน ภายในโครงสร้างประกอบด้วยกรดแกลลิก 9 โมเลกุลและน ้าตาลกลูโคส 1 
โมเลกุล เป็นสารประกอบแทนนินชนิดสารไฮโดรไลซแ์ทนนิน (hydrolysable tannins) [3] โดยมสีตูรโครงสรา้งทางเคม ี









ภาพท่ี 1 โครงสรา้งทางเคมขีองกรดแทนนิก 
 
 กรดแทนนิก สามารถพบได้ทัง้ในส่วนของใบพชืและผลไม้หลายชนิด เช่น ใบชา ใบฝรัง่ ใบพลู ใบหูกวาง  
พบในผลไม้ดบิ เช่น องุ่น มะนาว ส้ม ฝรัง่ ลูกแพร์ และมงัคุด เป็นต้น โดยปริมาณกรดแทนนิกจะลดลงเมื่อพืช 
และผลไมเ้ริม่สกุเป็นผลเน่ืองมาจากกรดแทกนิกเปลีย่นไปอบู่ในรูปของน ้าตาล [4] ในทางการแพทยไ์ดน้ ากรดแทนนิก
มาใชป้ระโยชน์เป็นยารกัษาโรค เช่น โรคทอ้งร่วง โรคบดิ และสมานแผลทีเ่กดิจากไฟไหม ้นอกจากนี้กรดแทนนิกยงัมี
ฤทธิใ์นการยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีและเชือ้ราอกีดว้ย [5] การวเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิกจงึจดัว่ามคีวามส าคญั
มากในงานทีม่คีวามเกีย่วขอ้งกบักรดนี้ ส าหรบัในการตรวจสอบปรมิาณกรดแทนนิกในตวัอย่างนัน้โดยปกตแิลว้จะนิยม
น าสารตวัอย่างมาท าปฏกิริยิากบั Folin Ciocalteu reagent โดยที่ไม่ผ่านขัน้ตอนการสกดั แต่ทัง้นี้พบว่าวธิกีาร
วเิคราะหด์งักล่าวมปีรมิาณสารรบกวนมากและมคีวามจ าเพาะเจาะจงน้อยกว่าวธิทีีผ่่านการเตรยีมสารตวัอย่างโดยผ่าน
ขัน้ตอนการสกดั ดว้ยเหตุนี้การศกึษาหาวธิกีารเตรยีมตวัอย่างเพื่อวเิคราะหห์าปรมิาณกรดแทนนิกจงึมคีวามจ าเป็น
และส าคญัเป็นอย่างยิง่  
 วธิกีารเตรยีมตวัอย่างเพื่อวเิคราะห์กรดแทนนิกโดยใช้วธิกีารสกดั ซึ่งวธิกีารสกดัอย่างง่ายที่นิยมน ามาใช้  
ในการเตรยีมมอียู่หลายวธิไีดแ้ก่ การสกดัดว้ยวฏัภาคของเหลว (Liquid-Liquid Extraction, LLE) การสกดัดว้ยวฏัภาค
ของแขง็ (Solid-Phase Extraction, SPE) เป็นต้น แต่ในปจัจุบนัวธิกีารสกดัสารทีส่นใจจะตรวจสอบไดถู้กพฒันา 
ขึน้มากโดยการน าเทคนิคใหม่ๆ เขา้มาประยุกตใ์ชเ้พื่อช่วยเพิม่ประสทิธภิาพในการสกดัใหด้ขีึน้กว่าการใชว้ธิแีบบเดมิ
โดยวธิกีารสกดัทีพ่ฒันาขึน้ไดแ้ก่ การสกดัระดบัไมโคร เช่น การสกดัระดบัไมโครดว้ยวฏัภาคของเหลว (Liquid-Liquid 
Microextraction, LLME) การสกดัระดบัไมโครดว้ยวฏัภาคของแขง็ (Solid-Phase Microextraction, SPME) และการ
สกดัระดบัไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว (Dispersive Liquid-Liquid Microextraction , DLLME) [6] 
และการเตรยีมตวัอย่างดว้ยวธิกีารสกดัดว้ยวฏัภาคของเหลวจากนัน้น าสารสกดัทีไ่ดไ้ปท าปฏกิริยิากบั Folin Ciocalteu 
กรดแทนนิก สามารถพบได้ทั้งในส่วนของ 
ใบพืชและผลไม้หลายชนิด เช่น ใบชา ใบฝรั่ง 
ใบพลู ใบหูกวาง พบในผลไม้ดิบ เช่น องุ ่น 
มะนาว ส้ม ฝรั่ง ลูกแพร์ และมังคุด เป็นต้น 
โ ด ยป ริ ม าณก รด แทนนิ ก จ ะ ล ด ล ง เ มื่ อ พื ช 
และผลไม้เริ่มสุกเป็นผลเนื่องมาจากกรดแทกนิก
เปลี่ยนไปอบู่ในรูปของน�้าตาล [4] ในทางการแพทย์ 
ได้น�ากรดแทนนิกมาใช้ประโยชน์เป็นยารักษาโรค 
เช่น โรคท้องร่วง โรคบิด และสมานแผลที่เกิดจาก 
ไฟไหม้ นอกจากนีก้รดแทนนกิยังมีฤทธ์ิในการยับ ัง้ 
การเจริญขอ แบคทีเรียและเชื้อราอีกด้วย [5] 
การวิ เค าะห ์ปริ มาณกรดแทนนิกจึ งจั ดว ่ า 
มีควา ส�าคัญม กในงานที่มีความเกี่ยวข้องกับ 
กรดนี้ ส�าหรับในการตรวจสอบปริมาณกรดแท นิก
ในตัวอย่างน้ันโดยปกติแล้วจะนิยมน�าสาร ัวอย่าง
มาท�าปฏิกิริยากับ Folin Ciocalteu Reagent 
โดยที่ไม่ผ่านขั้นตอนการสกัด แต่ทั้งนี้พบว่าวิธีการ 






วิ ธี ก า ร เ ต รี ย มตั ว อ ย ่ า ง เ พื่ อ วิ เ ค ร า ะห  ์
กรดแทนนิกโดยใช้วิธีการสกัด ซึ่งวิธีการสกัด 
อ ย ่ า ง ง ่ า ย ที่ นิ ย ม น� า ม า ใ ช ้ ใ น ก า ร เ ต รี ย ม 
มีอยู่หลายวิธี ได้แก่ การสกัดด้วยวัฏภาคของเหลว 
(Liquid-Liquid Extraction, LLE) การสกัด 
ด้วยวัฏภาคของแข็ง (Solid-Phase Extraction, 




การสกัดที่พัฒนาขึ้น ได้แก่ การสกัดระดับไมโคร 
เช่น การสกัดระดับไมโครด้วยวัฏภาคของเหลว 




(Dispersive Liquid-Liquid Microextraction, 
DLLME) [6] และการเตรียมตัวอย่างด้วยวิธีการ
สกัดด้วยวัฏภาคของเหลวจากนั้นน�าสารสกัดท่ี
ได้ไปท�าปฏิกิริยากับ Folin Ciocalteu Reagent 
และท�าการวิเคราะห์ปริมาณด้วยเทคนิคสเปกโทร
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Dispersive Liquid-Liquid Microextraction, 
LDS-DLLME) [8]
ดังนั้ น ผู ้ วิ จั ยจึ ง มีความสนใจที่ จะพัฒนา 
วิธีการเตรียมตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์กรดแทนนิก 
ด ้ วยวิ ธี การสกัดระดับไมโครโดยอาศัยการ 
กระจายตัวระหว่างชั้นของเหลวที่ใช้ตัวท�าละลาย
สกัดเป็นชนิดความหนาแน่นต�่า (Low Density 
Solvent Based Dispersive Liquid-Liquid 
Microextraction, LDS-DLLME) ในตัวอย่างพืช 
โดยหลักการในการสกัด คือ สกัดด้วยตัวท�าละลาย 















Density Solvent Based Dispersive Liquid-Liquid 
Microextraction, LDS-DLLME) ในตัวอย่างพืช
2. เ พ่ื อศึ กษาป ั จจั ยที่ มี ผลต ่ อการสกั ด 
และการวิเคราะห์ปริมาณกรดแทนนิก




- สารมาตรฐานกรดแทนนิก จากบริษัท 
Sigma Aldrich
- อะซิโทไนไตรล์ (Acetonitrile, HPLC 
grade) จากบริษัท Carlo Erba Reagents
- เอทิลอะซิเตท (Ethyl acetate, AR 
grade) จากบริษัท Carlo Erba Reagents
- ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane, AR 
grade) จากบริษัท Carlo Erba Reagents
- คลอโรฟอร์ม (Chloroform, AR grade) 
จากบริษัท Carlo Erba Reagents
- 1-บิวทานอล (1-Butanol, AR grade) 
จากบริษัท Carlo Erba Reagents
- เพนทานอล (Pentanol, AR grade) 
จากบริษัท Carlo Erba Reagents
- โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride, AR 
grade) จากบริษัท RCL Lab San
- โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide 
, AR grade) จากบริษัท RCL Lab San
- เครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโทโฟโทรมิเตอร์ 
รุ่น UV-2401 PC จากบริษัท Shimadzu
- เครื่องผลิตน�้าปราศจากไอออนรุ่น LaboStar 
จากบริษัท Siemens
- เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) รุ ่น 
Zentrifugen EBA 8S จากบริษัท Hettich
- ไมโครปิเปตขนาด 100 และ 1000 
ไมโครลิตร จากบริษัท Socorex
สำรตัวอย่ำง
สารตัวอย ่างที่น�ามาทดลอง มีดังนี้  คือ 
















ชั่งประมาณ 5.xxxx กรัม และแช่ด้วยน�้าปราศจาก
ไอออนนาน 24 ชั่วโมง แล ้วกรองเอากาก
ออก ปิเปตสารละลายตัวอย่างปริมาตร 1.5 
มิลลิลิตร เติมสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก 
1000 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง จากนั้น
เติมตัวท�าละลายที่ใช้ในการสกัด โดยชนิดของ 
ตัวท�าละลายที่ ใช ้ในการสกัดที่น�ามาใช ้ในการ
ศึกษามีทั้งหมด 5 ชนิด ได้แก่ เอทิลอะซิเตท 
ไดคลอโรมีเทน คลอโรฟอร ์ม 1-บิวทานอล 
และ เพนทานอล จากนั้ น เติ มตั วท� าละลาย
ที่ใช ้ในการกระจายตัว ลงไปในหลอดทดลอง 
อย่างรวดเร็ว ท�าการปรับสภาวะของสารละลาย
ตัวอย่างให้เป็นกลางด้วย 0.1M NaOH น�าไปท�าให้




3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที เก็บสารละลาย






ปิเปตสารละลายตัวอย่าง 1.5 มิลลิลิตร 
เติมสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก 1000 
ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง เติมตัวท� า
ละลายที่ ใช ้ ในการสกัด โดยท�าการศึกษาหา
ปริมาตรของตัวท�าละลายที่เหมาะสม ที่ปริมาตร 
300 400 500 600 700 800 900 
และ 1000 ไมโครลิตร ตามล�าดับ จากนั้น
เติมตัวท�าละลายที่ ใช ้ ในการกระจายตัวลงไป 
ในหลอดทดลองอย่างรวดเร็ว ท�าการทดลองเช่น
เดียวกับข้อ 1.1  
1.3 ศึกษำชนิดของตัวท�ำละลำยท่ีใช้ใน
กำรกระจำยตัว
ปิเปตสารละลายตัวอย่าง 1.5 มิลลิลิตร 
เติมสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก 1000 
ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง เติมตัวท�าละลาย 
ที่ ใช ้ ในการสกัดจากนั้นเติมตัวท�าละลายที่ ใช ้ 
ใ น ก า ร ก ร ะ จ า ย ตั ว ล ง ไ ป ใ นห ล อดทดล อ ง 
อย ่างรวดเร็ว โดยท�าการศึกษาหาชนิดของ 
ตัวท�าละลายที่ ใช ้ในการกระจายตัวที่น�ามาใช ้ 
ใ น ก า ร ศึ ก ษ า มี ท้ั ง ห มด  3  ชนิ ด  ไ ด ้ แ ก ่ 
เอทานอลต่อน�้า อะซิโทไนไตรล์ต่อน�้า และอะซิโตน 
ต่อน�้า ในอัตราส่วน 20:80 ท�าการปรับสภาวะ
ของสารละลายตัวอย่างให้เป็นกลางด้วย 0.1M 
NaOH น�าไปท�าให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสาร 











400 500 600 700 800 900 และ 1000 
ไมโครลิตร ตามล�าดับ ท�าการปรับสภาวะของ
สารละลายตัวอย่างให้เป็นกลางด้วย 0.1M NaOH 
น�าไปท�าให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสารเป็นเวลา 
1 นาที ท�าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 1.3 
จากนั้นน�าสารละลายที่ได้จากข้อ 1.2 1.3 1.4 
และ 1.5 ซึ่งเป็นสารละลายที่ผ่านกระบวนการสกัด 
ม า ท� า ก า ร ร ะ เ ห ย แ ห ้ ง ที่ อุ ณ ห ภู มิ ห ้ อ ง 
ละลายสารที่เหลือด้วยน�้าและน�ามาท�าปฏิกิริยากับ
สารละลาย Folin-Ciocalteu Phenol Reagent 
เจือจาง 10 เท่า ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 
เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตแอนไฮดรัส 
วารสารมหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ (สาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี) ปีที่ 7 ฉบับที่ 14 กรกฎาคม - ธันวาคม 2558
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ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร น�าไปเขย่า และน�าไป 






ที่ความเข้มข้น 3 – 1000 mg/L และท�าการ
วิเคราะห์ปริมาณโดยน�าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง




LOD และ LOQ โดยใช้การค�านวณ S/N = 3 
และ S/N = 10 ตามล�าดับ 





แน่นต�า่ (Low Density Solvent Based Dispersive 
Liquid-Liquid Microextraction, LDS-DLLME) 
กับวิธีการสกัดโดยทั่วไปกับวิธีการสกัดโดยทั่วไป
คือ การสกัดระดับไมโครด้วยวัฏภาคของเหลว 
(Liquid-Liquid Microextract ion, LLME) 
และการสกัดระดับไมโครด้วยวัฏภาคของแข็ง 
(Sol id-Phase Microextract ion, SPME) 
โดยเลือกสภาวะการสกัดที่ดีที่สุดที่ท�าการศึกษา
ข้างต้นในตอนที่ 1 และตอนที่ 2 มาทดสอบ
ตอนที่ 4 กำรวิเครำะห์หำปริมำณกรด
แทนนิกในตัวอย่ำงพืชและผลไม้
น�าตัวอย่างพืช ได้แก่ ใบหูกวาง ใบฝรั่ง 
ใบกระท้อน และใบยอ ที่เก็บไว้มาบดให้ละเอียด 
น�าไปชั่งประมาณ 5.xxxx กรัม และแช่ด้วยน�้า 
ปราศจากไอออน ปริมาตร 25 มิลลิ ลิ ตร 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบก�าหนดจึงน�ามากรอง 
เ อ า ก า ก ที่ เ ห ลื อ ทิ้ ง ไ ป  เ ก็ บ ส า ร ล ะ ล า ย 
ตัวอย่างพืชแต่ละในขวดสีชา และน�าไปเก็บแช่เย็น 
ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เพื่อน�าไปใช้วิเคราะห์ 
หาปริมาณของกรดแทนนิกตามวิธีที่พัฒนาขึ้น 
ต่อไป ท�าการทดลองสกัดโดยเลือกสภาวะการสกัด 















ใช้ในการสกัดทั้งหมด 5 ชนิด ได้แก่ เอทิลอะซิเตท 
ไดคลอโรมีเทน คลอโรฟอร ์ม 1-บิวทานอล 
และเพนทานอล (โดยใช้ตัวท�าละลายที่ใช ้ใน 
การสกัดชนิดต่างๆ ท่ีปริมาตร 800 ไมโครลิตร 
และเอทานอลต่อน�า้ อตัราส่วน 20:80 เป็นตวัท�าละลาย 
ที่ใช้ในการกระจายตัว) จากผลการทดลองซ�้า 
5 ครั้ง พบว่า 1-บิวทานอล คือตัวท�าละลาย 
ท่ีใช้ในการสกัดท่ีให้ประสิทธิภาพในการวิเคราะห ์
ที่ดีกว ่าตัวท�าละลายชนิดอื่นๆ เนื่องจากให ้ 
ค่าร้อยละการได้กลับคืนสูงที่สุด ดังภาพที่ 2 
วารสารมหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ (สาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี) ปีที่ 7 ฉบับที่ 14 กรกฎาคม - ธันวาคม 2558
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ภำพที่ 2 ผลการศึกษาชนิดตัวท�าละลายที่ใช้ในการสกัดที่เหมาะสม
ไมโครลติร และเอทานอลต่อน ้า อตัราสว่น 20:80 เป็นตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการกระจายตวั) จากผลการทดลองซ ้า 5 ครัง้ 
พบว่า 1-บวิทานอล คอืตวัท าละลายที่ใชใ้นการสกดัที่ใหป้ระสทิธิภาพในการวเิคราะห์ทีด่กีว่าตวัท าละลายชนิดอื่นๆ 







ภาพท่ี 2 ผลการศกึษาชนิดตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการสกดัทีเ่หมาะสม 
 
1.2 ผลการศึกษาปริมาตรของตวัท าละลายท่ีใช้ในการสกดั 
จากการศกึษาผลของปรมิาตรของตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการสกดั โดยท าการศกึษาหาปรมิาตรของตวัท าละลาย
ทีเ่หมาะสม ทีป่รมิาตร 300 400 500 600 700 800 900 และ 1000 ไมโครลติร ตามล าดบั (โดยใช ้1-บวิทานอล  
เป็นตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการสกดั และเอทานอลต่อน ้า อตัราสว่น 20:80 เป็นตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการกระจายตวั) จากผล
การทดลองซ ้า 5 ครัง้ พบว่าทีป่รมิาตร 800 ไมโครลติร นัน้ใหป้ระสทิธภิาพในการสกดัสงูทีสุ่ด เนื่องจากใหค้่ารอ้ยละ








ภาพท่ี 3 ผลการศกึษาปรมิาตรของตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการสกดัทีเ่หมาะสม 
ไมโครลติร และเอทานอลต่อน ้า อตัราสว่น 20:80 เป็นตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการกระจายตวั) จากผลการทดลองซ ้า 5 ครัง้ 
พบว่า 1-บวิทานอล คอืตวัท าละลายที่ใชใ้นการสกดัที่ใหป้ระสทิธิภาพในการวเิคราะห์ทีด่กีว่าตวัท าละลายชนิดอื่นๆ 







ภาพท่ี 2 ผล ารศกึษาชนิดตวัท าละลายทีใ่ชใ้นก ร กดัทีเ่หมาะสม 
 
1.2 ผลการศึกษาปริมาตรของตวัท าละลายท่ีใช้ในการสกดั 
จากการศกึษาผลของปรมิาตรของตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการสกดั โดยท าการศกึษาหาปรมิาตรของตวัท าละลาย
ทีเ่หมาะสม ทีป่รมิาตร 300 400 500 600 700 800 900 และ 1000 ไมโครลติร ตามล าดบั (โดยใช ้1-บวิทานอล  
เป็นตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการสกดั และเอทานอลต่อน ้า อตัราสว่น 20:80 เป็นตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการกระจายตวั) จากผล
การทดลองซ ้า 5 ครัง้ พบว่าทีป่รมิาตร 800 ไมโครลติร นัน้ใหป้ระสทิธภิาพในการสกดัสงูทีสุ่ด เนื่องจากใหค้่ารอ้ยละ












ที่ ใ ช ้ ใ น ก า ร ส กั ด  โ ด ย ท� า ก า ร ศึ ก ษ า ห า 
ปริมาตรของตัวท�าละลายที่เหมาะสมที่ปริมาตร 
300 400 500 600 700 800 900 และ 1000 
ไมโครลิตร ตามล�าดับ (โดยใช้ 1-บิวท นอล 
เป็นตัวท�าละลายท่ีใช้ในการสกัด และเอทานอล 
ต่อ �้า อัตราส่วน 20:80 เป็นตัวท�าละลายที่ใช้ 
ในการกระจายตั ว) จากผลการทดลองซ�้ า 
5 ครั้ง พบว่าที่ปริมาตร 800 ไมโครลิตร นั้นให้
ประสิทธิภาพในการสกัดสูงที่สุด เนื่องจากให้ค่า
ร้อยละการได้กลับคืนสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับ
ปริมาตรอื่นๆ ดังภาพที่ 3 
ภำพที่ 3 ผลการศึกษาปริมาตรของตัวท�าละลายที่ใช้ในการสกัดที่เหมาะสม
1.3 ศึกษำชนิดของตัวท�ำละลำยท่ีใช ้ 
ในกำรกระจำยตัว
จากการศึกษาผลของชนิดของตัวท�าละลาย 
ที่ใช้ในกระจายตัวทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ เอทานอลต่อน�้า 
อะซิโทไนไตรล์ต่อน�้า และอะซิโทไนไตรล์ต่อน�้า 
ในอัตราส่วน 20:80 (โดยใช้ 1-บิวทานอล 
ปริมาตร 800 ไมโครลิตร เป็นตัวท�าละลาย 
ที่ ใ ช ้ ในการสกั ด และตั วท� าละลายที่ ใ ช ้ ใน 
การกระจายตั วแต ่ละชนิด ปริมาตร 800 
ไมโครลิตร) จากผลการทดลองซ�้า 5 ครั้ง พบว่า 
วารสารมหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ (สาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี) ปีที่ 7 ฉบับที่ 14 กรกฎาคม - ธันวาคม 2558
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เอทานอลต่อน�า้ DI อัตราส่วน 20:80 คือตวัท�าละลาย 





1.3 ศึกษาชนิดของตวัท าละลายท่ีใช้ในการกระจายตวั 
จากการศกึษาผลของชนิดของตวัท าละลายทีใ่ชใ้นกระจายตวัทัง้  3 ชนิด ไดแ้ก่ เอทานอลต่อน ้า อะซโิทไน
ไตรลต่์อน ้า และอะซโิทไนไตรลต่์อน ้า ในอตัราส่วน 20:80 (โดยใช ้1-บวิทานอล ปรมิาตร 800 ไมโครลติร เป็นตวัท า
ละลายทีใ่ชใ้นการสกดั และตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการกระจายตวัแต่ละชนิด ปรมิาตร 800 ไมโครลติร) จากผลการทดลอง
ซ ้า 5 ครัง้ พบว่า เอทานอลต่อน ้าDI อตัราส่วน 20:80 คอืตวัท าละลายที่ใช้ในกระจายตวัที่ใหป้ระสทิธภิาพในการ







ภาพท่ี 4 ผลการศกึษาชนิดของตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการกระจายตวัทีเ่หมาะสม 
1.4 ผลการศึกษาปริมาตรของตวัท าละลายท่ีใช้ในการกระจายตวั 
จากการศกึษาผลของปรมิาตรของตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการกระจายตวั ทีป่รมิาตร 300 400 500 600 700 800 
900 และ 1000 ไมโครลติร ตามล าดบั (โดยใช ้1-บวิทานอล ปรมิาตร 800 ไมโครลติร เป็นตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการสกดั 
และเอทานอลต่อน ้า อตัราส่วน 20:80 เป็นตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการกระจายตวั) จากผลการทดลองซ ้า 5 ครัง้ พบว่าที่
ปรมิาตร 800 ไมโครลติร นัน้ใหป้ระสทิธภิาพในการสกดัสงูสุด เนื่องจากใหค้่ารอ้ยละการไดก้ลบัคนืสงูสุดเช่นกนัเมื่อ







1 .4 ผลกำรศึ กษำปริมำตรของ ตัว 
ท�ำละลำยที่ใช้ในกำรกระจำยตัว
จากการศึ กษาผลของปริ ม าตรของตั ว 
ท�าละลายที่ใช้ในการกระจายตัว ที่ปริมาตร 300 400 
500 600 700 800 900 และ 1000 ไมโครลิตร 
ตามล�าดับ (โดยใช้ 1-บิวทานอล ปริมาตร 800 
ไมโครลิตร เป ็นตัวท�าละลายที่ ใช ้ในการสกัด 
และเอทานอล อ่น�า้ อตัราส่วน 20:80 เป็นตวัท�าละลาย 
ที่ใช้ในการกระจายตัว) จากผลการทดลองซ�้า 













ภาพท่ี 5 ผลการศกึษาปรมิาตรของตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการกระจายตวัทีเ่หมาะสม 
 
ตอนท่ี 2 ผลการศึกษาหาประสิทธิภาพของวิธีการเตรียมตวัอย่างและวิธีการวิเคราะหท่ี์พฒันาขึน้ 
จากการศกึษาหาสภาวะที่เหมาะสมการในการเตรยีมตวัอย่างโดยใช้วธิกีารสกดัระดบัไมโครโดยอาศยัการ
กระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลวทีใ่ชต้วัท าละลายสกดัเป็นชนิดความหนาแน่นต ่า และการวเิคราะหป์รมิาณโดยใชด้ว้ย
เทคนิคสเปกโทรโฟโตเมตร ีจากการศกึษาหาค่าความยาวคลื่นแสงทีเ่หมาะสมต่อการวเิคราะหก์รดแทนนิก โดยการ
สแกนหาค่าการดูดกลนืแสงในช่วงความยาวคลื่น 400-800 นาโนเมตร พบว่าทีค่วามยาวคลื่น 730 นาโนเมตร คอืค่า
ความยาวคลื่นทีส่ารสามารถดูดกลื่นแสงสงูสุด (λmax) ดงันัน้จงึเลอืกวเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิกที่ความยาวคลื่น 
730 นาโนเมตร จากผลการศกึษาสามารถสรา้งกราฟมาตรฐานของกรดแทนนิกในช่วงความเขม้ขน้เท่า 3 mg/L ถงึ 15 
mg/L พบว่าใหค้่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์(R2) เท่ากบั 0.9990 ใหค้่าขดีจ ากดัต ่าสดุทีส่ามารถตรวจวดัได ้(LOD) เท่ากบั 
0.51±0.04 mg/L และค่าขดีจ ากดัต ่าสดุทีส่ามารถตรวจวเิคราะหป์รมิาณได ้(LOQ) เท่ากบั 1.70±0.27 mg/L ใหค้่ารอ้ย
ละการกลบัคนื เท่ากบั 99.89±3.59 และในงานวจิยันี้แสดงค่าความเทีย่งโดยจะแสดงอยู่รูป %RSD เท่ากบั 0.42±0.02 






















ในช่วงความยาวคลื่น 400-800 นาโนเมตร 
พบว่าที่ความยาวคลื่น 730 นาโนเมตร คือค่า
ความยาวคลื่นที่สารสามารถดูดกลื่นแสงสูงสุด 
(λmax) ดังนั้นจึงเลือกวิเคราะห์ปริมาณกรด 
แทนนิกที่ความยาวคลื่น 730 นาโนเมตร จากผล
การศึกษาสามารถสร้างกราฟมาตรฐานของกรด 
แทนนิกในช่วงความเข้มข้นเท่า 3 mg/L ถึง 15 mg/L 
พบว่าให้ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (R2) เท่ากับ 
0.9990 ให้ค่าขีดจ�ากัดต�่าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ 
(LOD) เท่ากับ 0.51+0.04 mg/L และค่า 
ขีดจ�ากัดต�่าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณได้ 
(LOQ) เท่ากับ 1.70+0.27 mg/L ให้ค่าร้อย
ละการกลับคืน เท่ากับ 99.89+3.59 และใน
งานวิจัยนี้แสดงค่าความเท่ียงโดยจะแสดงอยู่รูป 
%RSD เท่ากับ 0.42+0.02 mg/L ผลการทดลอง 
ในแต่ละพารามิเตอร์ทดลองซ�้า 10 ครั้ง แสดงค่า
ดังตารางที่ 1
ตำรำงที่ 1 คุณลักษณะในการวิเคราะห์โดยวิธีที่พัฒนาขึ้น
พำรำมิเตอร์            ผลที่ได้
สมการเส้นตรง ( linearity) y = 0.0883x – 0.0169
ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (R2) 0.9990
ร้อยละการกลับคืน (%recovery) 99.89+3.59
ค่าร้อยละค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) 0.42+0.02 mg/L
ค่าขีดจ�ากัดต่�าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ (LOD) 0.51+0.04 mg/L









ไมโครด ้วยวัฏภาคของแข็ง (Sol id-Phase 
Microextraction, 
SPME) ให้ค่าร้อยละการกลับคืน เท่ากับ 




เ นื่ อ ง จ าก ให ้ ค ่ า ร ้ อ ย ล ะก า รกลั บคื น สู ง สุ ด 
ดังภาพที่ 6








วัฏภาคของเหลว (Liquid-Liquid Microextraction, 
LLME) และการสกัดระดับไมโครด้วยวัฏภาค
ของแข็ง (Solid-Phase Microextraction, SPME) 
ทั้งนี้เพราะวิธี LDS-DLLME มีตัวท�าละลายที่ช่วย
ในการกระจายตัวท�าให้สารที่ต้องการวิเคราะห์
เคลื่อนที่ เข ้าสู ่ชั้นของตัวท�าละลายอินทรีย ์ได ้
เป ็นอย่างดี ต ่างจากวิธีการสกัดแบบ LLME 
และ SPME ที่ไม่มีตัวท�าละลายที่ช่วยในการกระจาย 
ตัวท�าให้เกิดกระบวนการส่งผ ่านสารเข ้าสู ่ชั้น 
ตัวท�าละลายอินทรีย ์ได้น ้อย ดังนั้นวิธี LDS-
DLLME จึงเป็นวิธีการสกัดที่มีประสิทธิภาพดี 

















    8.29+0.28
   13.00+3.22
   16.21+1.53
   16.16+0.88
   






ต�่ า ในตัวอย ่ างพืช พบว ่ าตั วท� าละลายที่ ใช ้ 
ใ น ก า ร ส กั ด ที่ ดี ที่ สุ ด  คื อ  1 - บิ ว ท า น อ ล 
และ ตัวท� าละลายที่ ใช ้ ในการกระจายตัวคื อ 
เอทานอลต่อน�้า (20:80) โดยใช้ปริมาตรของ 
ตัวท�าละลายที่ ใช ้ในการสกัดและตัวท�าละลาย 
ที่ใช้ในการกระจายตัวชนิดละ 800 ไมโครลิตร 
การทดสอบความใช ้ ได ้ ของ วิ ธี  (Me t hod 
Validation) พบว่าให้ค่าที่ดี โดยกราฟมาตรฐาน 
มีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วงความเข้มข้น 3-15 
ppm ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (R2) เท่ากับ 
0.9990 ค่าขีดจ�ากัดต�่าสุดท่ีสามารถตรวจวัดได้ 
(LOD) เท่ากับ 0.51+0.04 mg/L และค่าขีดจ�ากัด 
ต�่าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณได้ (LOQ) 
เท ่ากับ 1.71+0.07 mg/L ผลการทดลอง 
ต ร ว จป ริ ม าณกรดแทนนิ ก ใ นตั ว อ ย ่ า งพื ช 
และผลไม้ที่สภาวะข้างต้น พบว่าสามารถตรวจพบ 
ปริมาณกรดแทนนิก ในตั วอย ่ า งพืช เท ่ ากับ 
8.29+0.28 mg/L. ให้ค่าร้อยละการกลับคืน 
เท่ากับ 99.89+3.59 และค่าความแม่น (%RSD) 
เท่ากับ 0.42+0.01 mg/L. ดังนั้นจึงสามารถ 
สรุปได้ว ่าวิธีดังกล่าวนี้เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพ
และเป ็นวิธีที่ มีความเหมาะสมที่ จะน� ามาใช ้ 
ในการวเิคราะห์หาปรมิาณกรดแทนนกิในตวัอย่างพชื
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